








































 【目  的】
 HTLV-1は成人丁細胞白血病(ATL)の原因ウイルスであり,またillvi七roにおいてはヒ
 ト正常丁細胞を腫瘍化(immortalize)することが分っている。しかしながらHTLV-1は典
 型的ながん遺伝子を持たず,さらにそのプロウイルスの宿主細胞DNA中のin七egrationsiteは
 ATL患者毎に異なっていることから,いわゆるプロモーター挿入モデルはHTLV-1による
 腫瘍化機構には適用できない。これらのことからHTLV-1による腫瘍化機構は一般の動物レ
 トロウイルスによるものと異なっていると考えられている。一方HTLV-1はpX遺伝子と呼
 ばれる特異な遺伝子を持っている。このpX遺伝子産物のひとつであるp40taxはHTLV-1の
 LTR自身にトランスに作用して,その転写活性を高めるトランス活性化因子として機能するこ
 とが明らかになり,一方で宿主細胞側の特定の遺伝子にも転写活性花作用を発揮することが予想
 され,このことが細胞腫瘍化に重要な役割を果たしていると考えられている。実際にp40しax発現
 プラスミドを導入したトランスジェニックマウスでは多様な腫瘍の発生が観察されている。従っ
 てHTLV-1による丁細胞腫瘍化機構を解明する上で,丁細胞においてp40taXによりどのよう
 な遺伝子が活性化されているかを調べることは重要である。本研究ではHTLV-1による細胞
 腫瘍化機構解明を目的として,p40taxの標的となる細胞側遺伝子を同定することを試みた。
 匿方法及び結果遇
 p40tax発現に伴う細胞側遺伝子発現の変化を調べるために,まず,p40tax遺伝子を安定に組
 込み,かっp40撚の発現が誘導可能である遺伝子導入株を作成することを試みた。この目的のた
 めに,HTLV-1ゲノム陰性のヒト丁細胞株であるJurkat細胞に,メタロチオネインプロモー
 ターを有するp40亡axの発現プラスミドを電気穿孔法により導入した。G418で選択後,多数の遺
 伝子導入株が得られた。このなかより,蛍光抗体法でスクリーニングし,通常はp40taxを発現
 しておらずCd2+処理により著しくp40taxの発現が誘導できる細胞クローン(JPX-9)を選
 択した。JPX-9が発現するp40融はトランス活性化作用を持つ機能的な蛋白であることが
 LTR～CATを用いたCATアッセイで確認された。またウエスタンプロッティング法により,
 JPX-9をCd2+処理した時に誘導されるp40tax蛋白の量はHTLV-1産生細胞であるMT-
 2でのp40撤の発現と同等であり十分な量であることが認められた。以上よりJPX-9は
 p40駄の発現に伴う細胞側遺伝子の発現の変化を調べる上で有用な細胞であると考えられたので
 以下の実験に用いた。
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 次に既に,transienむの遺伝子導入実験を用いて報告されていたp40taxによるIL-2レセプ
 ター(α鎖)の活性化が,安定な遺伝子導入株であるJPX-9でも起こるかどうかを調べた。
 その結果,Cd2+処理によりp40t皿の発現が誘導されるに伴いIL-2レセプター(α鎖)の
 発現が誘導されることが確認された。また蛍光二重染色によりIL-2レセプター(α鎖)は
 p40継を発現している細胞にのみ発現していることが観察された。このことによりし-2レセ
 プター(α鎖)がp40憾により発現誘導されることが直接証明された。王L-2の産生もある条
 件下(PHA存在下)においてp40寵の発現に伴い誘導されることを確認した。次に従来殆ど調
 べられていない細胞側遺伝子の発現に対するp40taxの影響をノーザンブロッティング法により調
 べた。その結果,p40taxの発現に伴い。-fosの発現亢進が認められた。一方,正常丁細胞の活性
 化に伴い発現が誘導されることが知られている。-myc,c-mybについてはp40tax発現に伴う顕著な
 変化は認められなかった。また線維芽細胞株において。-fosと同様の挙動を示す。-lunの発現に
 対しても顕著な影響は認められなかった。このように,様々な細胞外からの刺激に対して同様の
 挙動を示す一群の細胞性がん遺伝子のなかでもp40taxの標的になりうる遺伝子は限られているこ
 とが明らかになった。また,c-fos及びIL-2レセプター(α鎖)に対するp40taxの作用は一
 過性ではなく持続的にこれらの遺伝子を活性化しうることが経時的観察により示された。
匿結言翻
 今回の研究により,従来知られているIL-2,IL-2レセプター(α鎖)あるいはGM-CSF
 等のリンフォカイン遺伝子以外にも細胞性がん遺伝子のひとつである。-fosがp40taxの標的にな
 ることが示された。このことがp40taXはさらに未知の複数の細胞側遺伝子にも転写活性化作用
 を発揮していることを示唆している。c-fosはDNA結合因子と共役し特定の遺伝子群の転写
 調節に働いていることが明らかになっていることから,HTLV-1による細胞腫瘍化における
 。-fosの役割が注目される。
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 審査結果の要旨
 HTLV-1は成人丁細胞白血病(ATL)の原因ウイルスであり,またinvitroにおいては
 ヒト正常丁細胞を腫瘍化(不死化)することが分かっている。HTLV-1による細胞腫癌化の
 機序は不明であるがそのpX遺伝子産物の1っであるp40taxがウイルス自身のLTRに作用して,
 その転写活性を高めることが明らかにされ,このp40taXによる転写活性化が細胞側遺伝子にも作
 用し,その結果細胞腫瘍化が誘発されると考えられている。本研究ではヒト丁細胞株にp40tax遺
 伝子を安定に組込み,得られた遺伝子導入株を用いて,p4Gtax発現に伴う細胞側遺伝子の転写活
 性化を調べたものである。
 丁細胞株では一般に遺伝子導入の効率が非常に悪く,遺伝子導入株の樹立が困難であったが,
 本研究では電気穿孔法を用いて,p40tax遺伝子導入株の樹立に成功した。従来のtransient遺伝
 子導入実験では,細胞側の内在性遺伝子の発現に及ぼすp40taxの効果については十分な解析が困
 難であった。今回樹立した細胞株では,重金属処理により十分量のp40tax誘導が認められ,それ
 に伴いIL-2レセプターα鎖(IL-2Rα)の発現が先ず観察された。さらに,p40tax発現
 後,2時間以内に。-fosの発現亢進も証明された。これらIL-2Rα及び。-fos遺伝子に対す
 るp40taxの活性化作用は持続的かっ可逆的であった。
 これらの結果は従来示唆されていた1L-2Rα及びIL-2遺伝子以外に。-fosもp40taxの標
 的になり得ることを示したものである。c-fos発現により,さらに未知細胞側遺伝子の活性化が
 考えられ,本研究はHTLV-1による丁細胞腫瘍化におけるp40taxの重要な役割をさらに強く
 支持する研究成果といえる。よって,博士号授与に値するものと判断される。
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